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摘 要
:

【目的】观察反义 I-L 6 寡核昔酸经左肾动脉注人系膜增殖性肾小球肾炎 DS 大鼠后对肾小球系膜区

I L
一

6 I l l
R N A 及蛋白水平的影响

。

I方法」30 只 S D 大鼠接受葡萄球菌内毒素静脉注射
、

牛血清白蛋白隔日口服
、

完

全弗氏佐剂及不完全弗氏佐剂皮下注射
,

并加做肝左叶切除术
,

制作系膜增生性肾小球肾炎动物模型
。

经 F A M 标

记的反义寡核普酸肾小球定位后
,

将 I L
一

6反义
、

正义
、

及错义寡核昔酸由左肾动脉注人肾脏
,

并用右肾作对照
,

分别

作常规组织病理
,

免疫组织化学及原位杂交检测
。

[结果】F A M 标记的 I-L 6反义寡核昔酸经左肾动脉注人后 l h
,

系膜区可检测到少量表达
,

6 h 后肾系膜区表达明显增加
。

反义寡核昔酸治疗组的 SD 大鼠 IL
一

6
、

I L
一

6 rn R N A 表达

被显著抑制 ( 尸 < 0
.

01 )
,

但 I L
一

6 正义及错义寡核昔酸对 IL
一

6
、

I L
一

6 :m R N A 表达无明显影响 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

3 组蛋白

尿及病理改变均无显著差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

[结论 1脂质体介导的反义寡核普酸 (工-L 6 )能在肾小球表达
。

IL 6 反义

寡核昔酸治疗显著抑制系膜增生性肾炎 sD 大鼠 I L
一

6
、
I L

一

6
月 I RN A 表达

,

但 I L
一

6 正义
、

及错义寡核昔酸无此作用
。
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人白细胞介素 6 ( i
n t e r l e u k i n

一

6
,

I-L 6 )的相对分

子质量为 2 1 0 0 0 一 2 6 0 0 0
,

是 由 1 8 4 个氨基酸残基

组成的糖蛋白
。

孙林等〔̀ }发现系膜增生性肾炎 IL
-

6 I l l RN A 水平增高
,

oH irr 等〔2」认为肾小球系膜细胞

分泌 的 IL
一

6 可 能通 过作用 于转移生 长 因 子 俘

( T ( ; F
一

团
,

引起 T G I了
一

俘表达增多
,

进而引起基质增

生及 肾小球硬化
。

反义寡核昔酸通过与胞浆 内

m RN A 结合
,

妨碍 R N卉核糖体的形成
,

从而干扰

其翻译过程
,

或者与 R N A 结合后激活 R N A 酶
一

H

的活性
,

导致 R N A 降解
。

经硫代修饰和 阳离子脂

质体包裹后
,

能成倍提高反义寡核昔酸到达靶器官

的数量
。

在系膜增生性肾炎治疗方面
,

针对 T GI
7 -

俘m RN A 的反义寡核昔酸经肾动脉注人肾脏后能降

低 T G -F 日引起的系膜基质增生闭
,

但未见 I L 6 反

义寡核昔酸在该病中的应用
,

因此我们研究针对

-II
一

6 n 1R N A 的反义寡核昔酸经 肾动脉注射后
,

其

在肾小球的表达部位及对肾小球 I L
一

6 1l l RN A 和蛋

白表达及病理改变的影响
。

1 材料和方法

1
.

1 材料与试剂

30 只 16 0 一 2 0 0 9 6 周龄健康雄性 SD 大鼠
,

购

自中山医科大学动物实验中心
。

葡萄球菌肠内毒

素 (解放军军事医学科学院微生物研究所生产 )
。

I L
一

6 抗体 ( eG
n e
公司 )

。

免疫组化试剂盒
,

原位杂

交试剂盒 (武汉博士德试剂公司 )
。

R气M 标记 的

I L
一

6 A义刀〕N 序列
:
5尹以三凡气(汀T C A I

、

A G C r G G
-

3甲
,

其 5
’

端经 FA M 标记
。

反义 I L
一

6 寡核昔酸序

列
:
5甲毛 G A A G了 r CA 叮G G

一

3卿正 义 I-L 6 寡核昔

酸序列
: 5争 G G A A G T r C A T A G C T G G

~

3叨错义 IL
-

6 寡核普酸序列
: 5 ,

~

T G T C G GA G T CG T G A A
一

3叨 3

者两端均经硫代修饰
。

地高辛标记的 I-L 6寡核普

酸探针序列
:
5价 C江

、

A T门毛 C CG AA G A G C C T CA G
-

G c l
、

G ( ; A (汀 G
`

3抓以上均由上海生物细胞工程公

司合成 )
。

1
.

2 系膜增生性肾炎大鼠模型的建立#[]

DS 大鼠 30 只
,

在正常饲养的基础上
,

从实验

的第 1 天起隔日每只以牛血清白蛋白 20 gm (配成

水溶液 )
,

用自制的灌胃管隔 日灌胃
,

共 14 周
,

于实

验第 1 天给皮下注射完全弗氏佐剂 0
.

2 m L (含牛

血清白蛋白 2 m g )
,

次 日行肝左叶切除
,

第 8 天经

皮下注射不完全弗氏试剂 0
.

2 m L (含牛血清白蛋

白 Z mg )
,

并同时从静脉注射葡萄球菌肠 内毒素

0
.

4 m g瓜 g
,

第 巧 天再从静脉注射葡萄球菌肠内毒

素 0
.

4 m g众 go

1
.

3 I L 6 反义寡核昔酸在肾小球系膜区的定位

F AM 标记的 I L
一

6 反义寡核昔酸置于 3 000
r

m/ in 的高速离心机离心 10 m in
,

加人 9 9几 N aC I

稀释为 1 9几
,

任选 2 只 SD 大鼠
,

应用 30 9几戊巴

比妥 50 m g众 g 腹腔内注射进行麻醉
,

经腹主动脉

逆行向左肾动脉注射
。

分别于 l h
、

6 h 处死
,

取出

左侧肾脏
,

经 40 9几 多聚甲醛固定
、

常规酒精脱水

后
,

包埋
,

切片
,

在免疫荧光镜下观察
。

右侧肾脏用

10 0 m L几 福尔马林液固定
,

脱水包埋作常规病理

检查
,

免疫组化染色及原位杂交
。

1
.

4 I L
一

6 反义寡核昔酸对 系膜增殖性肾炎 I L
一

6

的影响

1
.

4
.

1 大鼠分组与预处理 将大鼠随机分成 工
、

且
、

m 3 组
,

每组 6 只
,

共 1S 只
。

反义
、

正义及错义

寡核昔酸分别与阳离子脂质体按 0
.

8 : 1 质量 比混

匀后贮存于 4 ℃冰箱中待用
。

将大鼠用 30 9几 戊

巴比妥按 50 mg 人 g 施行麻醉
,

打开腹腔
,

分离出腹

主动脉及左肾动脉
,

按上述 FA NI标记 I L
一

6 反义寡

核酸注人法
,

各组分别注人 10 拜g 反义
、

正义
、

错义

寡核昔酸
,

并同时夹闭右肾动脉
,

整个注射过程不

超过 3 m in
,

以消除缺血再灌注对本研究观察项 目

的影响
。

收集第 3 天
,

第 5 天 2 4 h 尿测尿蛋白
,

然

后于第 6 天处死
,

取双肾分别用 40 9几 多聚甲醛
、

10 0 m L几 福尔马林或 OB iu n S
液固定

,

脱水
,

包埋
,

切片
,

置于 4 ℃冰箱中待检
。

所有死亡的大鼠从余

下的 12 只中再挑选重作
,

确保每组 6 只
。

1
.

4
.

2 IL
一

6 蛋白表达的检测 选择第 5 天的同一

SD 大鼠左
、

右肾切片脱蜡至水
。

新鲜配置 3 m L几

践 q
,

室温 5 一 10 m in 以灭活 内源性酶
,

切片浸人

O
·

01 m o L几 p6H
.

O构盐酸盐缓冲液
,

微波修复抗

原
。

加抗原修复液室温 10 m in
,

加正常血清封闭

液
,

室温 2 0 m in
,

加适当稀释的 i 抗 ( 1
: 10 0 ) 3 7 ℃ 2

h
,

加生物素化山羊抗兔 Ig G
,

加试剂链酶亲和 素

S AB C 3 0 ℃ 2 0 m in
,

D AB 显色
,

拍照
。
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一

6
,

工L
一

6门 IR N A 表达的影响

1
.

4
.

3 I L
一

6 I T I
RN A 水平的检测 所有溶液加人

DE P C
,

按 1 : 1 00 0 稀释
,

P ol y
一

ly is n e
处理过的石蜡

切片常规脱蜡脱水
。

新鲜配置 3 m L几 姚 q /甲

醇
。

室温处理 30 m in 以灭活 内源性过氧化物酶
,

切片上加 0
.

5 m ol 几 T咫 ( p7H
.

4 ) 1
二2 00 稀释的蛋

白酶 K
,

3 7 ℃消化 5一 15 m in
,

取地高辛标记的 I L
-

6 寡核昔酸探针及原位杂交液
,

湿盒中 37 ℃ 杂交

24 h
,

加封闭液室温 20 m in
,

加小 鼠抗地高辛抗体
,

30 ℃ 3 0 m in
,

加生物素化羊抗小鼠 Ig G 30 ℃ 2 0

m i n
,

加链酶亲和素 S了、 B C
,

D BA 显色
,

然后镜检
、

拍

照
。

1
.

5 半定量分析

在显微镜下观察切片杂交信号并照相
。

用

BI A SZ
.

0 计算机图像分析系统对上述切片的杂交

信号进行吸光度扫描
,

由计算机计算每个 肾小球细

胞内的 IL
一

6 1 l l R N A 杂交阳性信号与肾小球细胞总

面积
,

以半定量 比值
:

(阳性信号 总面积 /肾小球总

细胞面积 又 100 % ) X ( 2 5 6 一 平均灰度 )
,

表示 m R
-

N A 表达强度
。

数值越大
,

说明表达量越多
。

采取

相同的图象分析方法计算 IL
一

6 蛋白的表达
。

即由

计算机计算每个肾小球的 I L
一

6 阳性细胞与肾小球

总面积
,

以半定量 比值
:
(阳性细胞总面积 l/ 肾小球

总面积 x 100 % ) x ( 2 5 6 一平均灰度 )
,

表示 IL
一

6 的

表达
。

1
.

6 统计学方法

采用 S P SS 软件进行检验
,

每只大鼠取 20 个

肾小球
,

对分别经反义
、

正义
、

及错义寡核昔酸

处理的左肾
,

采用方差分析 ( S t du en t
一

N e

~ an
-

K eu ls q 检验 ) 进行统计学分析
,

同组左右肾比较

采用 t 检验
。

于 1 }: 后在 肾组织中获得表达
,

主要在 肾小球系

膜区表达 (图 I A )
,

6 h 后在肾小球系膜区表达明

显增加
,

肾小管开始出现表达 (图 I B )
。

该结果

表明脂质体能介导反义寡核昔酸进人肾小球系膜

细胞
。

图 1 1
,

A八1标记的 IL 一反义寡核普酸在肾小球的表达

F i g
.

1 hT
e e x

P
r

ess i on
o f IL

·

6 赴刃D N l ab led b y F A 入4 i n

g l u n ” ”卫 lus (

~
no f l o r es c e

nce )

A : 1 h aft
e r inj e e t io n ,

B : 6 h aft
e r inj ec t ion

2 结 果

2
.

1 一般情况

DS 大鼠在形成系膜增生型肾小球肾炎后
,

其

忍耐手术打击力的能力下降
,

在本实验中
,

手术后

的恢复很慢
,

倦卧
、

萎靡加重
。

在 3 组实验中有 3

只大鼠手术后 6 h 内死亡
,

2 只于 4 d 时死亡
,

均排

除研究之外
。

2
.

2 F A入4 标记 I L石 反义寡核普酸在 肾小球的表

达

F A M 标记的反义寡核昔酸
一

脂质体复合物能

2
.

3 系膜增生性肾小球肾炎 I L
一

6 蛋白的合成

免疫组化显示
:
与正义寡核昔酸处理组 ( 38

.

17

士 1 2
.

9 1 )及错义处理组 ( 3 7
.

7 4 士 12
.

8 6 ) 左肾 I -L 6

的阳性信号相比较
,

I L
一

6 反义寡核昔酸处理组的左

肾 IL
一

6 阳性信号 ( 23
.

75 士 10
.

53 )有明显下降
,

并

且与自身右肾 ( 36
.

74 士 1 1
.

7 1) 相 比差异有统计学

意义 ( 尸 < 0
.

01 ) ;与正义组 ( 37
.

58 士 12
.

31 )及错

义组 (38
.

75 士 12
.

58 )的右肾相比
,

差异有统计学意

义 ( 尸 < 0
.

01 )
。

正义及错义二组左右肾 I卜 6 阳性

信号之差异无统计学意义 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

2
.

4 系膜增生性肾小球肾炎 I L
一

6 n 1 R N A 的表达

原位杂交显示
:
I L

一

6 反 义寡核昔酸处理组肾

IL
一

6 1l l R N A 的表达 ( 6 1
.

85 士 13
.

92 ) (图 ZA )与对

照组肾 ( 7 7
.

2 3 士 1 5
.

3 8 )相比明显下降 (图 ZB )
,

差

异有显著统计学意义 ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

与正义处理肾

( 7 7
.

8 2 土 1 4
.

3 3 )及错义处理肾 ( 7 5
.

2 7 士 16
.

3 4 ) 比

较差异有统计学意义 ( 尸 < 0
.

0 1 ) ;但正义及错义

组无论是左肾还是右肾的 I L
一

6 m R N A 的表达差异



中 山 大 学 学 报 (医 学 科 学 版 ) 第 2 4 卷

均无统计学意义 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

图 2 对照组与 I L
曰

6 反义寡核普酸处理组肾系膜

细胞 n 产 6 n 1R N A 的表达

F ig
.

2 Th
e e x P r es s i on of IL

一

6 I n R N A in t h e gl om eru lar
m es a n g ial e e ll o f eon t l ,刃 g n 〕u P an d gr o u P 吮

a tde b y

1 6 闯厌” ) N ( s it u h y l〕r id a t ion )

A :

hT
e e x p r e ss ion

o f I-L 6 11识 N A in t
he g lo zl l e n ll} u { m 。发m g i a l e el l

o f co nt or l g r o u p ,
B :

hT
e e x p r e ss i o n o f IL

一

6 n 1R N A in t he 9 1溯
e ur l肛

m e & 11 1 9 1习 e e ll taer tde b y I L
一

6
J

叼以刃〕N

2
.

5 治疗后病理情况

IL 6 反义寡核昔酸处理组平均每个左肾的肾

系膜细胞数 (48
.

3 士 13
.

7 )
,

与右肾的肾系膜细胞数

(5 2
.

4 士 14
.

5 ) 相 比
,

差异无统计学意义 ( 尸 >

0
.

05 ) ;正义寡核昔酸组左肾 ( 53
.

73 士 12
.

71 )及错

义寡核昔酸处理组左肾 ( 54
.

32 士 12
.

31 )的肾系膜

细胞数
,

与各自的右肾系膜细胞数 ( 50
.

25 士 12
.

32
,

5 5
.

5 8 士 13
.

4 7 ) 相 比
,

差 异无统计学意义 ( 尸 >

0
.

0 5 )
。

3 讨 论

系膜增生性肾炎是人类原发性肾小球疾病最

常见的病理类型
,

约 占整个 肾脏疾病 的 50 % 一

60 %
。

I L 6 是系膜细胞 自分泌调节 因子
。

在正常

情况下
,

系膜细胞分泌 I-L 6 存在着一种负反馈机

制
。

当致病因素
,

如外来抗原
、

免疫复合物沉积于

系膜区
,

可刺激系膜细胞分泌 I L
一

6 异常增多
,

而

lL
一

6 又可刺激系膜细胞的增殖
,

二者互为因果
,

形

成恶性循环
。

肾脏作为基因治疗的靶器官的显著

优势是基因可以通过多种途径到达肾脏
。

例如
,

经

肾动脉注射
,

经尿道逆行转运
,

以及直接注人肾间

质等
。

反义寡核昔酸 目前 已广泛运用于各种体内

及体外试验
,

以期达到抑制特定基因表达的 目的
。

通常其为 16
一

30 个碱基的单链 D N A
。

带阴电荷的

寡核昔酸与阳离子脂质体结合是一个 自发的过程
,

两者之间的相互吸引力是促进寡核昔酸
一

脂质体复

合物形成的主要动力5j[
,

结合后更有利于寡核昔酸

进人细胞
。

近来的研究表明脂质体在体内是高效

且无毒性作用闹
。

在本实验
,

我们设计了针对 I L
一

6

m RN A 启动部分的反义寡核昔酸
,

与阳离子脂质体

结合后
,

通过左肾动脉直接注射人肾脏
。

日本学者

M es hi m a
等川认为脂质体与 日本仙台病毒 ( H V J )

结合时可在 肾小球系膜大量表达
,

而没有 H V J 结

合的阳离子脂质体仅在 肾小管表达
。

但我们的实

验表明
,

F A M 标记的 I-L 6 反义寡核昔酸能在肾小

球系膜区表达
,

与 T G F书脂质体
一

反义寡核昔酸复

合物在肾小球系膜区表达相类似〔3〕
。

反义寡核昔

酸的吸收是一个快速过程
,

一般在 30 一 60 im
n
达

到一个比较稳定的水平阁
。

我们的研究显示 F A M

标记的 I-L 6 脂质体
一

O D N 复合物于 60 m in 出现在

系膜区
,

6 h 后其表达明显增强
,

与国外的结果基本

相似
。

I L
一

6 反义寡核昔酸已被证实对肝癌细胞的增

生有抑制作用图
,

但对肾小球系膜细胞的体内作用

国内外尚无文献报道
。

我们发现 I L
一

6 反义寡核昔

酸确有明显降低 IL 6 n 1 RN A 水平表达的作用
,

对

IL
一

6 蛋白水平亦有明显影响
,

但对肾小球病理改变

无太大作用
。

我们的研究之所以出现 I-L 6m R N A

及蛋白的改变明显
,

而病理改变不明显的结果
,

除

条件限制外
,

可能还与慢性肾脏疾病需反义寡核昔

酸重复注射有关
,

因为它的半衰期仅 3 一 s d[
“̀ 〕

。

本实验正义及错义寡核昔 酸均无抑制 I-L

6 n
识N A 表达的作用

,

提示 IL
一

6 反义寡核昔酸可能

以碱基互补原则与 I L 6 n 1R N A 结合形成杂合体
,

后者成为 R N A a s e H 的底物而被降解
,

释放的 I L 6

反义寡核昔酸再结合另一条 IL
一

6 I l l RN A
,

从而继续

发挥作用
。

但这也有可能是 I-L 6 反义寡核昔酸与

起始密码互补性结合
,

阻断核糖体附着
,

从而终止

I L
一

6 蛋白的翻译
。
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